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【背景】 
悪性黒色腫は極めて予後不良な疾患であり、特に転移性悪性黒色
腫の生存期間中央値は 5-11 か月程度であった。2014 年に転移性悪
性黒色腫にニボルマブが承認され、奏効率は 40％を示し、生存期間
の延長が示された。さらに限られた患者では長期間効果が持続する
ことが知られている。従来はECOGの Performance Status (PS)、LDH、
腫瘍組織の変異数、腫瘍細胞の PD-L1 の発現の有無などが治療効果
のバイオマーカーとして報告されているが、確立したバイオマーカ
ーは存在しない。 
【目的】 
本研究の目的は、ニボルマブの効果予測となるバイオマーカーを
探索することである。 
【方法】 
対象患者は国立がん研究センター中央病院にて 2014 年 6 月から
2016年 9月までニボルマブ(2mg/kg、3週毎)の投与を受けた転移性
悪性黒色腫患者 16 例である。病院バイオバンクに保存されている
血液から血漿を遠心分離し血漿 2ml から QI Amp DNA Circulating 
Nucleic Acid Kit (QIAGEN製)を用いて、血漿中遊離核酸を抽出した。
抽出した血漿中遊離核酸を LINE-1 遺伝子を使用して SYBR Green I 
real-time PCR(polymerase chain reaction)により増幅した。ライブラリ
ー作成を行いイルミナ HiSeq 2000 を用いて全エクソン解析を行っ
た。 
 ニボルマブの治療効果判定を RECIST 1.11)に基づき行い、半年以
上 Partial response (PR)、Stable disease (SD)が持続した症例を”長期奏
効群”、PR、SD であっても半年未満の症例、Progressive disease (PD)、
明らかな臨床的進行例を”非長期奏効群”と定義し二群間の臨床的お
よび分子生物学的な予後因子について解析を行った。 
【結果】 
患者数は 16 例、男女比は 9 対 7、年齢中央値は 58 歳であった。
原発臓器は粘膜が 8 例、皮膚が 3 例、肢端部(手掌、足底部)が 2 例、
原発不明が 3 例であった。AJCCの病期は全例病期Ⅳであった。AJCC
の M 病期は M1b が 1 例、M1c が 15 例であった。ECOG の PS は 0
が 7 例、1 が 8 例、2 が 1 例であった。LDH(基準値 119-229 IU/L)の
正常例は 2 例、異常例は 14 例であった。腫瘍組織中の BRAFV600E
の変異症例は 3 例、陰性例は 10 例、不明例が 3 例であった。転移臓
器数の中央値は 3.5 臓器、ニボルマブ治療回数の中央値は 6 回であ
った。生存期間の中央値は 14.8 か月であった。 
年齢(平均値)、男女比、ECOG の PS、原発臓器、AJCC の M 病期、
Tumor burden(本研究ではニボルマブ投与前の 5mm 以上の全ての転
移巣の長径和を個々の症例毎に測定し tumor burden と定めた)、転移
臓器数(中央値)、LDH(中央値)、腫瘍組織と血漿中の BRAFV600E 変
異などの臨床的背景に関して 2 群間で統計学的解析を行ったが、有
意差を認めなかった(平均値の検定には t-test を中央値の検定には
Mann-Whitney U test を用いた)。 
 長期奏効群は 5 例に対し非長期奏効群は 11 例であった。長期奏
効群 5 例はすべて PR 症例であった。長期奏効群 5 例のうち 2 例は
ニボルマブ投与開始から 3 年近く生存した。そのうち 1 例はニボル
マブ 6 回投与後に劇症Ⅰ型糖尿病を発症し投与中断となったが、そ
の後 30 か月以上生存した。非長期奏効群ではニボルマブ初回投与
から全例 1 年以内に死亡あるいは打ち切り症例となった。16 例の転
移性悪性黒色腫の全生存期間は長期奏効群では生存期間中央値に
到達せず、非長期奏効群では生存期間の中央値は 4.7 か月であった。 
血漿中遊離核酸の全エクソン解析によって得られた主なデータ
はアミノ酸置換を伴う変異、アミノ酸置換を伴う変異数、遺伝子座
数、変異の種類、変異アリル頻度(Variant Allelic Frequency (VAF))で
ある。アミノ酸置換を伴う変異は 16 例で 2937 の変異が同定された
(VAF≧1.0%)。遺伝子座数は 16 例で 2759 遺伝子座同定された。ア
ミノ酸置換を伴う変異数は長期奏効群(n=5)では 838 変異同定され、
非長期奏効群(n=11)では 2099 変異同定された。同定されたアミノ酸
置換を伴う変異のアリル頻度は長期奏効群(n=5)では平均値 2.27%で
あるのに対し、非長期奏効群(n=11)では平均値5.44%を示した (t-test, 
p<0.0001)。一方で遺伝子座数、抽出した血漿中遊離核酸の濃度は有
意差を認めなかった。変異アリル頻度を 5%、10%以上に限って 2 群
間で解析を行っても、変異アリル頻度の平均値、中央値ともに統計
学的有意差をみとめた。 
 さらに既報告 2-8)や COSMIC database から悪性黒色腫に関連する
体細胞変異 107 遺伝子を選び出し、解析に使用した。107 遺伝子座
の内、本研究では 26 遺伝子座同定された(VAF≧1.0%)。その内長期
奏効群では 8 遺伝子座、非長期奏効群では 25 遺伝子座同定された。
変異アリル頻度は長期奏効群では中央値 1.43% (1.0-9.3)、平均値
3.29% (1.0-9.3)、非長期奏効群では中央値 10.0% (1.0-68.9)、平均値
19.1% (1.0-68.9)を示し 2 群間には中央値、平均値ともに有意差を認
めた(p=0.037、p=0.002)。変異アリル頻度を 10%以上に絞って解析を
行った結果、11遺伝子座同定された (VAF≧10.0%)。長期奏効群(n=5)
では同定されず、一方で非長期奏効群(n=11)では 13 遺伝子座同定さ
れた。さらに悪性黒色腫関連 107 遺伝子座に関してアミノ酸置換を
伴う変異数(中央値)、遺伝子座数(中央値)について解析を行った結果、
2 群間で有意差をみとめなかった (p=0.314、p=0.253)。ドライバー遺
伝子変異である BRAF 変異、NRAS 変異、NF1 変異は長期奏効群
(n=5)では 1 例も認めなかったのに対し、非長期奏効群(n=11)では
BRAF 変異を 3 例、NRAS 変異を 1 例、NF1 変異を 1 例認めた。こ
れは細胞増殖が盛んな症例(特にドライバー遺伝子変異を有する症
例)ではニボルマブ投与により惹起されるリンパ球の攻撃を乗り越
え、非奏効となると考えられた。 
【要旨】 
ニボルマブ投与前の 16 例の転移性悪性黒色腫症例の血漿中遊離
核酸から全エクソン解析を行い、16 例を長期奏効群、非長期奏効群
に分け予後予測因子の解析を行った。2 群間の臨床的背景には統計
学的な有意差は認められなかった。また血漿中遊離核酸中のアミノ
酸置換を伴う変異数や遺伝子座数には 2 群間で有意な差は認めなか
ったが、変異アリル頻度は 2 群間で有意差を認めた。悪性黒色腫関
連 107 遺伝子に絞り解析を行っても、変異アリル頻度は 2 群間で有
意差を認めた。 
【結論】 
本研究は、転移性悪性黒色腫患者のニボルマブ投与前の血漿中遊
離核酸から全エクソン解析を行い、長期奏効群では非長期奏効群に
比べて同定された変異アリル頻度が統計学的に有意に低い値を示
した。よってニボルマブ投与前の血漿中遊離核酸中の変異アリル頻
度はニボルマブ治療効果の予測因子となる可能性が示唆された。 
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